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LA ETIOLOGIA VIRAL DE LAS DIARREAS
Y LA MICROSCOPIA ELECTRONICA
Francisco Hernández1 • 2 y Leonardo Mata l • 2. 3,
Panorama etiológico de las diarreas hasta 1973
Los conocimientos sobre la etiológia viral de las diarreas son relativamente
nuevos. Desde 1930 se sospechaba la participación de algunos agentes virales en la
causalidad de las diarreas inespecíficas (29), pero fueron Light & Hades en 1941
(21) quienes describieron por primera vez un virus de la diarrea ( el "agente de Bal-
timare") en un brote epidémico en neonatos. Transcurrieron más de 35 años para
que se demostrara que probablememte se trataba de los recientemente descubier·
tos rotavirus (15).
En 1947 Gordon et al (12) informaron sobre un virus causal de la diarrea,
logrando reproducir el cuadro clínico por inoculación de voluntarios con filtra-
dos fecales libres de células.
En esa misma época, Enders et al. (7) aplicaron los cultivos de células in
vitro en forma fácil y confiable al cultivo de los poliovirus (31), lo que inició el
auge de la virología moderna al permitir el aislamiento de muchos agentes virales
de enfermedades conocidas o nuevas. As í, se demostró que los echovirus (20),
coxsackievirus (8) yadenovirus (19) podían estar asociados al desarrollo de diarrea.
Sin embargo, aún en 1973 los estudios etiológicos más completos no podían ex-
plicar más del 40 ~.~ de los casos de diarrea (13,?4). Hechos fortuitos resultaron en
la aplicación de la microscopía electrónica al estudio de biopsias de mucosa intes·
tinal y de haces de pacientes con gastroenteritis aguda inespecífica, descubrién-
dose diversas partículas virales relacionadas con el síndrome diarreico.
Panorama etiológico de la diarrea a partir de 1973
En 1973 dos grupos de investigadores independientes, uno en Australia
encabezado por Ruth Bishop (3) y otro en inglaterra dirigido por John Flewett
(9) inform3ron sobre la existencia de partículas ultramicroscópicas, que corres-
pondían a un nLlevo agente viral, en pacientes que sufrían de gastroenteritis aguda
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fiGURA 1:
Microscopía electrónica de transmisión: preparaciones fecales de rotavirus teñidas
con ácido fosfotúngstico (AFT). Algunos viriones exhiben el centro obscuro de-
bido a que al perder el ácido nucleico (ARN), su lugar ha sido llenado por el
"colorante" (AFTL Estos virus presentan doble cápsida que les da un borde
externo liso (A, C y D). Cuando los viriones pierden su cubierta externa ofre-
cen un aspecto rugoso ( B Y EL En C aparecen unos viriones cerca del cuerpo de
una bacteria. A, B Y O tienen la misma ma~lnificación. Las barras indican 100
nanómetros.
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inespecifica (*). El grupo de Bishop visualizó el virus en biopsias de mucosa intes-
tinal y le denominaron duovirus, Flewett y su grupo lo observaron en prepara-
ciones fecales y le denominaron rotavirus. La fácil observación de las partículas al
microscopio electrónico le dió gran impulso a su estudio, ya que la técnica de diaa-
nóstico microscópico es sencilla, para la que se requieren extratos fecales clarifi-
cados y a veces concentrados por ultracentrifugación. Los extractos son manipu-
lados, teñidos con ácido fosfotúngstico y observados al microscopio electrónico
de transmición (l\1ETl. La técnica ha permitido comprobar la existencia de rota-
virus (Figura 1) en muchas partes del mundo e incriminarlas como el agente causal
en más del 50 % de las diarreas infantiles en ciertas épocas del año (4,6,14,17,26>'
En Costa Rica se han investigado los rotavirus empleando una modificación
de la técnica de Flewett (10), Las heces se clarifican por centrifugación a 4000 rpm
(2000 x G) durante 30 minutos a 40 C; el sobredenante sirve para impregnar reji- .
lIas de 200 "mesh" recubiertas por una menbrana soporte de "formvar", la que se
seca a temperatura ambiente; la preparación se tiñe luego con ácido fosfotúngltíco
y se examina al MET (25), Figura 2.
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Esquema de preparaclon de muestras fecales para observación d' recta al micros-
copio electrónico y según la técnica de inmunoelectromicroscopía (ver deta-
lles en el texto).
Otra técnica empleada en el estudio de los virus de las diarreas es la inmuno-
electronmicroscopía (JEM) que consiste en inducir la formación de agregados de
partículas virales por aglutinación con anticuerpos, lo que aumenta las posibilida-
des de descubrir patículas en una muestra dada (1). En el procedimiento se mezcla
materíal fecal y suero convaleciente y se incuba a 370 C durante una hora, Figura 2.
La mezcla se centrifuga a 39.000 x G durante 90 minutos y el sedimiento se resus-
pende en O,lml de solución amortiguadora de fosfatos. La preparación se coloca
sobre rejillas de cobre (200 mesh) recubiertas por "formvar" y se tiñen con ácido
(*) Una brevisima descripción del principio de la microscopía electrónica, que
ha permitido este desarrollo en virología se encuentra en el Apéndice.
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fosfotúngstico para ser examinadas al MET (16), esta técnica permite también in-
vestigar anticuerpos en suero y otros líquidos biológicos, haciendo reaccionar dilu-
ciones del suero con el antígeno apropiado, luego examinando las diversas mezclas
del mismo modo descrito anteriormente.
La microscopía electrónica ha permitido el descubrimiento de toda una ga-
ma de virus, a saber, coronavirus (5), calicivirus (11,23), astrovirus (22), minireo-
virus (28), agentes de 50 nanómetros (3) y partículas de 27 nanómetros ( agentes
de Norwalk, Hawaij y Montgomery Countyl (16, 18).
A pesar de que el problema etiológico de las diarreas a., s ~¡do abordado en
forma multidisciplinaria utilizando un amplio espectro r!e técnicas, aún no se han
podido identificar los agentes responsables de cierta proporcion importante de ca-
sos . Esto señala la imperativa necesidad de continuar las investigaciones en este
campo, para aclarar más el panorama etiológico de la diarrea y desarrollar nuevos
métodos de diagnóstico, control y prevención.
APENDICE
LA MICROSCOPIA ELECTRONICA
Generalidades
Existen dos tipos de microscopio electrónico de uso común; el de trans-
misión (Figura 3) y el de rastreo (Scanning)(Figura 41. Ambos tienen una columna
con un filamento de tungsteno que genera un haz de electrones que migra por la
columna gracias al poder de magnetos que actúan como si fuesen condensadores de
luz. Así, el haz es enfocado y concentrado sobre la muestra por un juego de bobi-
nas capaces de crear campos magnéticos de intensidad controlable, equivalentes a
"lentes electromagnéticos" (2,271.
Al requerirse un vacío casi perfecto para operar el haz de electrones, las pre-
paraciones a observar deben permanecer en el vacío, lo que limita la microscopía
electrónica convencional al estudio de agentes y estructuras muertas o inactivas.
Generalmente los materiales biológicos a examinar deben ser fijados y deshidrata-
dos en gradientes de alcohol (27). Esto no es preciso en el caso de las partículas
virales que se encuentran en el intestino del hombre y de los animales.
--
MICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION MET (FIGU RA 3)
Las muestras para examen al MET deben tener un espesor menor de 800
Amstrong, ya que un grosor mayor dificulta el paso de los electrones y disminuye
la nitidez de la imagen.
Los especímenes deben colocarse sobre rejillas de cobre de 3 mm de diáme-
tro recubiertas por una membrana transparente a los electrones, cuya fu nción es
servir de sorporte al espécimen. La muestra se tiñe con compuestos de metales
pesados como el ácido fosfotúngstico (AFT), acetato de uranilo y citrato de plo-
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FIGURA3:
Microscopio electrónico de transmisión Hitachi HU -12A, de la Unidad de Micros-
copía Electrónica de la Universidad de Costa Rica.
mo; éstos producen electrodensidad en los sitios donde se depositan, generando
oscuridad en la imagen. Así, en una tinción negativa de virus el AFT se deposita
alrededor de las partículas o en los espacios que separan los capsómeros, delinean-
do por contraste la forma y estructura del virus (F igura S).
La magnificación máxima que se obtiene directamente sobre la pantalla de
observación es de SOO.OOO X. Se puede obtener un aumento mayor por amplia-
ción de las microfotografías.
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MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO (FIGURA4)
Se denomina así debido a que el haz de electrones se acciona sobre la mues-
tra en forma continua ("barriendola") generando imágenes cambiantes de natura·
leza tridimensional.
Con este microscopio es posible observar muestras hasta de un centímetl'b
cúbico; los especímenes deben recubrirse previamente con un baño iónico de oro
que reflejará los electrones y así formará la imagen tridimensional. Esta es captada
en una pantalla de televisión que permite apreciar las características de la superfi·
cie del espécimen. La magnificación máxima obtenida directamente sobre la panta-
lla de observación es de 200.000 X.
La microscopía de rastreo ha permitido estudiar la superficie de la mucosa
intE!stinal (Figura 6) y los daños inducidos en ella por agentes virales como 105
rotavirus.
FIGURA4:
Microscopio electrónico de barrido, Hitachi HHS·24, de la U nidad de Microsco-
pía Electrónica de la U niversidad de Costa Rica.
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FIGURA 5:
Esquema de preparación de una tínción negativa para rotavirus (ver detalles en el
texto).
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FIGURA6:
Microscopía electrónica de barrido: mucosa doudenal de ratón normal. Obsér·
vese las vellosidades intestinales Iingüiformes. Magnificación original 200x.
RESUMEN
Se revisan sucintamente los conceptos existentes sobre la etiología viral
de las diarreas.
Antes de 1973, estudios epidemiológicos señalaron la posible participa-
clon de virus en la causalidad de las diarreas. El desarrollo de los histocultivos
permitió demostrar el papel etiológico de echovirus, coxsackievirus y adenovi·
rus en ciertas diarreas.
Después de 1973, por la microscopía electrónica de transmisió.n se descu-
brieron los rotavirus, así como toda una gama de agentes virales asociados· a
cuadros diarreicos de tipo epidémico o endémico. Entre ellos han sido mejor
descritas las partículas de 27 nanómetros (agentes de Norwalk, Hawaii y Mont-
gomery County), los coronavirus, minireovirus, calicivirus,astrovirus y agentes
de 50 nanómetros.
Se describen brevemente las técnicas de microscopía electrónica que han
permitido el diagnóstico de virus entéricos, incluyendo ciertas adaptaciones o
modificaciones a las condiciones locales.
F. HERNANDEZ & L. J. MATA: ETIOLOGIA VIRAL DE DIARREAS 41
SUMMARY
Concepts concerning the viral etiology of diarrheal disease are briefly revie-
wed. Prior to 1973, several studies indicated the possible participation of viruses
in the causation of diarrhea. As a result of the development of tissue culture
techniques, the etiologic role of echovirus, eoxsackievirus and adenovirus was
advaneed. After 1973, transmission electron microscopy allowed discovery of
rotavirus and other particles infeces of patients with diarrheal disease of ende-
mie and epidemic nature. The list of viruses now comprises, in addition to rota-
viruses, 27 nm particles, coronaviruses, minireovirus, caUcivirus, astrovirus and
50 nm agent.
The techniques employed in the diagnosis of enterie viruses by electron
microscopy are. described, including their adaptation to local conditions.
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